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RESUMO

Listeria  monocytogenes € um bacilo gram-positivo amplamente distribuido na
natureza. Este micro-organismo € responsavel pela listeriose, uma enfermidade de
origem alimentar que acomete principalmente as mulheres gravidas, recém-
nascidos, idosos e imunodeprimidos com elevada taxa de mortalidade. O objetivo
deste trabalho foi verificar a prevaléncia de L. monocytogenes em embutidos
carneos vendidos nas rodovias paranaenses. Para isso foram analisadas 20
amostras de acordo com a técnica padronizada pela I1ISO 11290-1. Entre as
amostras foram encontradas 15 contaminadas por diferentes espécies do género
Listeria spp., sendo 40% identificadas com L. monocytogenes. A higiene precéria e a
deficiéncia no controle de qualidade na producédo de alimentos podem colocar em
risco a saude do consumidor. Para evitar as doencas transmitidas por alimentos é

necessario aumentar a fiscalizacao sobre os processos e alimentos produzidos.

Palavras-chaves: Listeria monocytogenes; Listeria spp.; Listeriose; Embutido.



ABSTRACT

Listeria monocytogenes is a gram-positive bacilli widely distributed in nature. This
micro-organism is responsible for listeriosis, a foodborne illness that primarily affects
pregnant women, newborns, elderly and immunocompromised, with high mortality.
The objective of this study was to assess the prevalence of L. monocytogenes in
sausages sold in Parana highways. For this purpose 20 samples were analyzed
according to the technique standardized by ISO 11290-1. Among the 15 samples
were found contaminated by different species of the genus Listeria spp. And 40%
were identified as L. monocytogenes. A deficiency in poor hygiene and quality control
in food production can endanger the health of consumers. To prevent foodborne

illness is necessary to increase the monitoring of processes and food produced.

Key words: Listeria monocytogenes; Listeria spp.; Listeriose; Sausages.



1 INTRODUCAO

O género Listeria consiste em bactérias gram-positivas, oxidase negativa,
ndo formadores de esporos, anaerObicas facultativas, em forma de bastonetes
regulares, catalase positivo, fermentadores da glicose com producéo de acido latico
e nao produtores de indol e gas sulfidrico. O género esta dividido em sete espécies:
L. monocytogenes, L. ivanovii, L. inoccua, L. grayi, L. murrayi, L. seeligeri,
L. welshimeri (SILVA, 2010).

Estas espécies crescem em uma ampla faixa de temperatura, que pode variar
de 1 a 45°C, sendo de 30 a 37°C a faixa de crescimento 6timo (BARBUDDHE e
CHAKRABORTY, 2009; CRUZ, 2008). Sao classificadas como psicrotolerantes
devido a capacidade de multiplicar em temperaturas de refrigeracdo. Sao imoveis
em temperatura de 35°C, no entanto, apresentam motilidade com movimentos
rotatérios ou de tombamento em temperaturas de 20 a 25°C (SILVA, 2010).

Todas as espécies de listéria podem ser encontradas no meio ambiente e
em diversos animais, seja como agentes patologicos ou comensais. Entre elas a
espécie de maior importancia clinica para os animais e para o0 homem é a
L. monocytogenes. O consumo de alimentos contaminados por este
micro-organismo pode levar a uma zoonose denominada listeriose, a qual pode
resultar em um quadro gastrointestinal assintomatico, ou evoluir para uma infeccao
sintomatica aguda, tendo como manifestacdo sintomas semelhantes a influenza,
como febre, faringite, mialgia, dor na parte inferior do abdomen e nas costas,
podendo também ocorrer secrecao vaginal e diarréia (SLEATOR et al., 2009; CRUZ,
2008).

O periodo de incubacdo pode variar de 20 horas apdés a ingestdo do
alimento contaminado, no caso de gastroenterite, até 20 a 30 dias nos casos de
doencas invasivas (COSSART et al., 2008). A dose minima para que ocorra uma
infeccdo, ainda ndo esta estabelecida, mas alguns surtos ocorridos por alimentos
contaminados com L. monocytogenes relatam populacdo de 10° a 10* unidades
formadoras de colonias por grama (DUFFY, 1999).

L. monocytogenes tem como mecanismo de acdo a producao de toxinas

hemoliticas, denominadas hemolisinas, e lipoliticas, responsaveis pelo aumento na
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producdo de mondcitos e queda na atividade dos linfocitos (DUSSURGET et al.,
2004; MARTH, 1988).

Durante a infeccdo, estas hemolisinas rompem as membranas formadas
entre os vacuolos fagocitarios e os lisossomas, impedindo a formagcdo dos
fagolisossomas, os quais poderiam provocar, a destruicdo das bactérias por meio
das hidrolases &cidas. Com isso, a Listeria spp. consegue sobreviver e se multiplicar
no interior das células fagocitarias. Apés o rompimento das membranas lisossomais,
algumas enzimas hidroliticas s&o liberadas, ocasionando a destruicdo dos
macro6fagos e mondcitos (DUSSURGET, 2008).

A listeriose € uma doenca de carater oportunista, pois sua gravidade
depende das condicbes imunologicas do hospedeiro, atingindo principalmente
gestantes, idosos, criangcas e imunodeprimidos. A evolucdo da doenca pode
ocasionar abortos, infecgcbes perinatais, meningoencefalites, meningites e
septicemias (ACHA e SZYFRES, 2001; LABACVET, 2007).

L. monocytogenes pode ser isolada de diversos materiais clinicos, como
sangue, liquor, secrecédo do trato genital, liguido amnidtico, amostras de biopsia de
tecido materno-fetal, entre outros materiais provenientes do foco infeccioso. Através
da semeadura direta destas amostras clinicas, em meio para isolamento primario,
como o agar sangue de carneiro, € possivel a obtencdo das colbnias para a
posterior identificacéo bioquimica (ALLERBERGER e WAGNER, 2010).

No agar sangue de carneiro, as colbnias de L. monocytogenes apresentam-
se com coloragcdo branco-acinzentadas e ap0s 18 a 24 horas de incubagdo, podem
exibir uma pequena zona de beta-hemalise. Na coloracao pela metodologia de Gram
0 patdgeno apresenta-se como bacilos gram-positivos regulares ou cocobacilos. Na
presenca de células polimorfonucleares ou mononucleares, este micro-organismo
pode ser observado intra e extracelular (CRUZ et al., 2008).

O tratamento das infec¢des causadas por L. monocytogenes é realizado a
base de antibidticos como: penicilina, ampicilina, aminoglicosidios, eritromicina,
tetraciclina, trimetropim-sulfametaxazol e imipenem. As cefalosporinas de primeira e
segunda geracdo e as fluoquinolonas ndo sdo eficazes contra este patdgeno
(LABACVET, 2007; CRUZ et al., 2008).
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Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a listeriose € uma
patologia emergente de grande importancia para saude publica. Pois, apesar de
apresentar uma baixa incidéncia, possui alta letalidade (GASANOV, 2005; ACHA e
SZYFRES, 2001).

Dados publicados pelo CDC, 2011(a), mostraram 524 casos de listeriose
notificados em 2009, sendo 19% desenvolvidos em gestantes. Dos casos de
pacientes ndo gravidos, a média de idade foi de 72 anos, com 93% dos casos com
hospitalizagc&o e taxa de mortalidade de 19%.

Muitos surtos ja foram registrados em todo o mundo, sendo todos eles
associados a transmissao por alimentos contaminados, como leite e seus derivados,
vegetais, carnes cruas, frutos do mar, agua e produtos processados preparados a
partir de carnes e peixes. Um dos grandes surtos ocorreu no ano de 1985 em Los
Angeles na California, onde houve o envolvimento de 181 pessoas, sendo 93 casos
perinatais com um indice de mortalidade de 33% (KONEMAN et al., 2008). Neste
surto o alimento envolvido foi um requeijdo estilo mexicano, preparado a partir de
leite ndo pasteurizado. Outro surto ocorreu em 1994, onde 10 de 36 pessoas que
participaram de uma festa na cidade de Nova York se contaminaram a partir da
ingestdo de camardes (KONEMAN et al., 2008).

Na Europa, 1600 a 8400 casos de listeriose sdo notificados por ano,
ocasionando de 320 a 2500 mortes. Os surtos ocorridos na Europa entre 1991 e
2001, totalizaram em 2065 casos (188 casos por ano). Esta enorme diferenca nas
incidéncias pode estar relacionadas a problemas no sistema de notificagdo e ou
falhas no diagnostico. Sendo assim o0 exato numero de casos é desconhecido,
provavelmente sendo maior que o numero notificado (LUKINMAA et al., 2002,
SAUDERS et al., 2003). Na Suica, apds um surto em 1987, a listeriose foi incluida
na lista de agravos no sistema de notificagdo mostrando uma incidéncia anual de 0,3
a 0,7 casos por 1000 habitantes (JEMMI et al., 2002).

O surto mais recente ocorreu em 2011 nos EUA. Dados publicados no site
do Centers for Desease Control and Prevention (CDC) mostram que de 31 de julho a
17 de outubro de 2011 foram notificados 123 casos, com 25 obitos e 1 aborto (21%
de mortalidade). Destes casos, 92 pessoas relataram ter consumido meldes com a

mesma origem (Rocky Ford Cantaloupes) (CDC, 2011b).



A Tabela 1 discrimina o niumero de surtos ocorridos no mundo no periodo
de 1976 a 1999 segundo a Organizacdo das Nac¢des Unidas para a Agricultura e
Alimentacao (FAO).

Tabela 1 — Numero de surtos causados por L. monocytogenes ocorridos no periodo
de 1976 a 1999 segundo a FAO.

Pais Ano Numero de casos / Obitos Alimento contaminado
EUA 1976 20/5 Salada crua
Nova Zelandia 1980 20/5 Crustaceos ou peixe cru
Canada 1981 41/18 Salada de repolho crua
EUA 1983 49 /14 Leite
EUA 1985 142 / 48 Queijo
Suica 1983-7 122/ 34 Queijo
Reino Unido 1987-9 >350 Paté
Dinamarca 1989-0 26/6 Queijo
Australia 1990 9/6 Paté
Australia 1991 4/0 Mexilh6es defumados
Nova Zelandia 1992 412 Mexilhdes defumados
Franca 1992 279/85 Lingua suina
Franca 1993 33/0 Carne de suino
Italia 1993 18/0 Salada de arroz
EUA 1994 45/0 Leite com chocolate
Suécia 1994-5 8/2 Peixe defumado
Franca 1995 33/4 Queijo mole
Australia 1996 4/1 Galinha cozida
Italia 1997 748 Farinha de milho
EUA 1998-9 100/>10 Cachorro quente
Finlandia 1998-9 18/4 Manteiga

Fonte — adaptado de FAO, 1999.

No Brasil, a notificacdo de listeriose em humanos ndo € compulséria,
tornando dificil a ilustragdo da real incidéncia no pais. No ano de 2001 entrou em
vigor o Regulamento Técnico, RDC n° 12- 02/01/2011, com o objetivo de estabelecer
padrées microbiolégicos sanitarios para alimentos de consumo humano. Este
documento recomenda a pesquisa de coliformes a 45°C, estafilococos coagulase
positiva, Clostridium sulfito redutor a 46°C e Salmonella spp. em diversos alimentos,
como derivados carneos, derivados lacteos, produtos vegetais, entre outros, porém
a pesquisa de L. monocytogenes € obrigatdria apenas em derivados lacteos.

Sendo assim, este trabalho tem como objetivo avaliar a incidéncia de
L. monocytogenes em embutidos carneos, produzidos a partir de carnes bovinas e

suinas, vendidos nas rodovias paranaenses, 0s quais sdo produzidos
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artesanalmente e na maioria das vezes ndo passam por controle rigoroso de

gualidade.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 AMOSTRAS

Foram coletadas 20 amostras de embutidos crus produzidos a partir de
carnes bovinas e suinas em diversos pontos de vendas de produtos coloniais nas
rodovias paranaenses (BR 276, BR 277 e BR 316) no periodo de janeiro a julho de
2011. Todas as amostras foram analisadas de acordo com a metodologia
recomendada pela ISO 11290-1 de 15 de outubro de 2004.

2.2 ISOLAMENTO PRIMARIO

O enriquecimento primario foi realizado adicionando 25 g de cada amostra a
225 mL de caldo Fraser concentragao ¥ (Laborclin, Pinhais, Brasil) (Tubo 1), que foi
homogeneizado e incubado a 30°C (+1°C) por 24 horas.

Apoés esta etapa, foram semeados 10 pL deste caldo Fraser (Tubo 1) em
agar Palcam (Laborclin, Pinhais, Brasil) e outros 10 uL em agar Listeria Ottaviani &
Augusti (agar Aloa) (Laborclin, Pinhais, Brasil), que foram incubados a 30°C (+1°C)
por 24 horas. Também foram transferidos 10 pL deste Tubo 1 para um segundo tubo
contendo 9 mL de caldo Fraser (Laborclin, Pinhais, Brasil) (Tubo 2), que foi incubado
a 37°C (x1°C) por 48 horas.

Apos incubacéo do tubo 2, com caldo Fraser, 10 yL foram semeados em
agar Palcam (Laborclin, Pinhais, Brasil) e 10 pL em agar Aloa (Laborclin, Pinhais,

Brasil), conforme esquematizado na Figura 1.
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250 de amostra +
. 228mL de Caldo Fraser 12
‘ Homogeneizagdo

Entiguecimento primario J0£1°C2442h

l

Enriquecimento secundario |
Caldo Fraser

35+1°C ou 3741°CME£2h

1 algada

PALCAM . ALDA Q PALCAM . ALOA O

‘ I7H1°Cr2443h ‘

Figura 1 — Esquema para pesquisa de Listeria spp. em alimentos segundo RDC 12/2001.
Fonte — Manual de Técnicas Laborclin, 2011.

A partir do crescimento obtido nos agar Aloa e agar Palcam, foram
selecionadas as colbnias com caracteristicas tipicas de Listeria spp. e isoladas em
tubos de Tripticase de Soja Extrato de Levedura (TSA-YE) (Laborclin, Pinhais,

Brasil) para posterior identificacéo (Figura 2).

agar Aloa agar Palcam

Figura 2 — Crescimento de Listeria monocytogenes em agar Aloa e agar Palcam.

Legenda — agar Aloa: Listeria spp.:col6nias esverdeadas e L. monocytogenes: coldnias esverdeadas
com formac&o de halo esbranquicado pela acdo da enzima fosfolipase. Agar Palcam: Listeria spp.:
colénias acinzentadas com formacgéo de halo enegrecido pela hidrélise da esculina.

Fonte — O autor, 2011.
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Foram realizados os seguintes testes confirmatorios: Coloracdo de Gram
(Laborclin, Pinhais, Brasil), prova da catalase (Laborclin, Pinhais, Brasil), teste de
fermentacdo da Xilose (Laborclin, Pinhais, Brasil) e fermentacdo da Ramnose
(Laborclin, Pinhais, Brasil), motilidade em forma de “guarda-chuva” em meio Sulfito
Indol Motilidade (SIM) (Laborclin, Pinhais, Brasil) e teste de verificacdo da hemdlise

em agar sangue (Laborclin, Pinhais, Brasil) (Figura 3).

| IDENTIFICACAOBIOQUMICA |

- HE T

Caldo xilose  Caldo ramnose Agat SIM (Sulfito Indol Motilidade)
sangue
T ate 5 I MCI2442h
dizs
Motilidade 202 25°C
Teste de catalase Coloragdo de Gram aisser: || o -gteijiﬁa?ji

H (Bastonetes Gram 4 a (+) em tombamento
s hemalitica (+)

Figura 3 — Esquema de identificacdo bioquimica para confirmacéo das espécies de Listeria spp.
Fonte — Manual de Técnicas Laborclin, 2011.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 20 amostras analisadas, 15 (75%) foram positivas para Listeria spp.,
sendo 8 (40%) delas identificadas como L. monocytogenes (Tabela 2; Gréfico 1).

As amostras 6, 7, 8, 10 e 11, ndo listadas na Tabela 2, ndo desenvolveram
coldnias caracteristicas nos meios utilizados, sendo consideradas como negativas

para Listeria spp.

Tabela 2 — Resultados das analises realizadas nas amostras de embutidos carneos.

Amostra Catalase Ramnose Xilose Motilidade Beta-hemdlise Resultado
1 Positivo Positivo Negativo Positiva Positivo L.monocytogenes
2 Positivo Positivo Negativo Positiva Positivo L.monocytogenes
3 Positivo Positivo Negativo Positiva Positivo L.monocytogenes
4 Positivo Positivo Negativo Positiva Positivo L.monocytogenes
5 Positivo Positivo Negativo Positiva Positivo L.monocytogenes
9 Positiva Negativo Negativo Positiva Positivo Listeria spp.
12 Positivo Positivo Negativo Positivo Positivo L.monocytogenes
13 Positivo Positivo Negativo Positivo Positivo L.monocytogenes
14 Positivo Negativo Positivo Positivo Positivo Listeria spp.
15 Positivo Negativo Negativo Positiva Positivo Listeria spp.
16 Positivo Positivo Negativo Positiva Positivo L.monocytogenes
17 Positivo Negativo Negativo Positiva Positivo Listeria spp.
18 Positivo Negativo Negativo Positiva Positivo Listeria spp.
19 Positivo Positiva positiva Positiva Positivo Listeria spp.
20 Positivo Positiva positiva Positiva Positivo Listeria spp.

Grafico 1 — Porcentagem de amostras negativas e positivas para Listeria spp. € L. monocytogenes.

25%

35%

Listeria spp. k L. monocytogenes F Negativo
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Em paises em desenvolvimento, como o Brasil, a preocupacao por parte
das autoridades de saude publica em relacdo a listeriose € pequena quando
comparada a muitos paises desenvolvidos. Como, no atual momento, no Brasil a
notificacdo de listeriose ndo é obrigatéria, é dificil saber qual é a real magnitude
desta doenca. Esta situagdo € bastante preocupante devido ao elevado indice de
letalidade da patologia (CRUZ et al., 2008).

Na pesquisa realizada a positividade para Listeria spp. e L. monocytogenes
foi considerada alta. Da mesma forma, resultados semelhantes foram obtidos por
outros autores. Benetti, 2009 pesquisou Listeria spp. em embutidos carneos frios,
demonstrando uma positividade de 52,9%, sendo 13,7% para L. monocytogenes.

Ja Silva et al. (2004), isolou Listeria spp. em 100% das 41 amostras de
linguicas mistas do tipo frescal analisadas, sendo 97,6% de L. innocua e 29,3% de
L. monocytogenes.

Por outro lado os resultados obtidos por Bersot et al. (2001), demonstraram
gue das 30 amostras de mortadela analisadas, 11 (36,7%) foram positivas para
Listeria spp., sendo oito (26,7%) para L. monocytogenes.

Em um estudo semelhante realizado por Yucel et al. (2005) em 146
amostras de carnes bovina inteira e moida e de frango, cruas e cozidas, mostrou
gque 79 amostras (54,10%) apresentaram presenca de Listeria spp. A maior

ocorréncia (86,4%) de L. monocytogenes ocorreu em carne bovina moida crua.

Tabela 3 — Resultados de pesquisas realizadas por outros autores.

Autor (ano) Alimento pesquisado Listeria spp. L.monocytogenes
Benetti (2009) Embutidos carneos 52,9% 13,7%
Silva at al (2004) Linguicas mistas (frescal) 100% 29,3%
Bersot et al (2001) Mortadelas 36,7% 26,7%
Yucel et al (2005) Carnes (bovina e de 54,10% 86,4%
frango)
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4 CONCLUSAO

A presenca de L. monocytogenes em alimentos representa um perigo em
potencial para a saude coletiva, devendo-se intensificar a fiscalizacdo de produtos
alimentares de origem animal quanto a sua qualidade microbioldgica.

Foi possivel observar que os embutidos carneos adquiridos nas beiras das
rodovias paranaenses apresentaram alto indice de contaminacdo por espécies do
género Listeria spp. (75%), principalmente L. monocytogenes (40%), apresentando
um grande risco a saude dos consumidores, principalmente se esses forem
individuos imunocomprometidos.

E de grande importancia a conscientiza¢do dos produtores desses alimentos
para o preparo correto e a higienizacdo adequada, desde a assepsia das maos até a
limpeza das superficies utilizadas, pois estas podem ser grandes fontes de
contaminacao.

Com base nestes resultados seria de grande valor que o Brasil tomasse
como exemplo varios paises desenvolvidos, onde a pesquisa deste micro-organismo
em alimentos € obrigatodria, assim como a notificacdo dos casos, a fim de serem

evitados novos casos e/ou surtos.
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